Untersuchung der Thrombingenerierung als prädiktiver Marker der Thromboseneigung bei Patienten mit positiven Screeninguntersuchungen auf Lupusantikoagulans by Cuznetov, Leonid
Untersuchung der Thrombingenerierung als
prädiktiver Marker der Thromboseneigung bei
Patienten mit positiven Screeninguntersuchungen
auf Lupusantikoagulans
Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor medicinae (Dr. med.)
vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultät
der Friedrich-Schiller-Universität Jena
von Leonid Cuznetov
geboren am 25.11.1983 in Kischinev / Chis, ina˘u
Gutachter
1. PD Dr. med. Klas Böer, Jena
2. HDoz. Dr. med. Wolfgang Lösche, Jena
3. Prof. Dr. med. Oliver Müller, Heidelberg
Tag der öffentlichen Verteidigung: 01.11.2016
Inhaltsverzeichnis
Abkürzungsverzeichnis 4
Zusammenfassung 5
1 Einleitung 6
1.1 Antiphospholipidsyndrom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2 Richtlinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.3 Manifestationsformen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3.1 Pulmologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3.2 Kardiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3.3 Neurologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.3.4 Dermatologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.3.5 Ophthalmologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.3.6 Hepatologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.3.7 Katastrophales Antiphospholipidsyndrom . . . . . . . . . . . . . 11
1.3.8 Gynäkologie und Geburtshilfe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.4 Pathophysiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.4.1 Lupusantikoagulans . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.4.2 Anti-Phospholipid-Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.4.3 Anti-Cardiolipin-Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
1.4.4 Anti-β2-Glycoprotein I-Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.5 Etablierte diagnostische Testverfahren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
1.5.1 Grundlagen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
1.5.2 Diluted Russell’s Viper Venom Time . . . . . . . . . . . . . . . . 17
1.5.3 Silica Clotting Time . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
1.5.4 Kaolin Clotting Time . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
1.6 Thrombingenerierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
1
2 Ziele der Arbeit 21
3 Methodik 22
3.1 Patientenkollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.2 Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.2.1 Vorbereitung der Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.2.2 Messung der dRVVT und aPTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.2.3 Tests auf Protein-S-, Protein-C-, Antithrombin-Mangel, Faktor-V-
Leiden- und Prothrombin-Mutation . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.2.4 Messung der Thrombingenerierung . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
3.3 Reagenzien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3.3.1 TECHNOTHROMBIN® TGA™ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3.3.2 IL Test™ MixCon LA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3.3.3 LAC Screen / Conﬁrm HemosIL™ . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
3.4 Methoden der statistischen Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
3.4.1 Logistische Regressionsanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
3.4.2 Receiver Operating Characteristics Analysis . . . . . . . . . . . . 28
3.5 Gerätschaft und Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3.5.1 Messung der Thrombingenerierung . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3.5.2 Statistische Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3.5.3 Illustrations- und Textverarbeitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4 Ergebnisse 31
4.1 Messungenauigkeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.2 Einﬂuss von aβ2GPI-AK und aCL-AK auf Thrombingenerierung . . . . . 31
4.3 Vergleich der TG-Parameter und LAC-Screen-Ratio zwischen Patienten
mit und ohne Thrombose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
4.4 Vergleich der TG-Parameter nach Stratiﬁzierung der Patienten nach LAC-
Screen-Ratio und Thromboseanamnese . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.5 Logistische Regressionsanalyse zur Detektion des erklärungsstärksten
Prädiktors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.6 ROC-Analyse der TG-Parameter zur Beurteilung der Trennschärfe in Be-
zug auf vorangegangene Thrombose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2
5 Diskussion 49
6 Schlussfolgerungen 52
Literaturverzeichnis 53
Anhang I
Abbildungsverzeichnis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . II
Tabellenverzeichnis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . III
Formelsammlung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IV
Ehrenwörtliche Erklärung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V
Votum der Ethik-Kommission . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . VI
Danksagung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . VII
3
Abkürzungsverzeichnis
aβ2GPI-AK Anti-β2-Glycoprotein I-Antikörper
aCL-AK Anti-Cardiolipin-Antikörper
AK Antikörper
APC Aktiviertes Protein C
APC-Resistenz Resistenz gegen das aktivierte Protein C
aPL-AK Anti-Phospholipid-Antikörper
APS Antiphospholipidsyndrom
aPTT Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
AUC Fläche unter der Kurve (englisch: area under the curve)
AUCROC Fläche unter der Grenzwertoptimierungskurve
β2GPI β2-Glycoprotein I
dRVVT englisch: diluted Russell’s Viper Venom Time
ELISA Enzymgekoppeltes antikörperbasiertes Immunadsorptions-
verfahren (englisch: Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
IgG Immunglobulin-G-Isotyp
IgM Immunglobulin-M-Isotyp
KCT englisch: Kaolin Clotting Time
KI Konﬁdenzintervall
LA Lupusantikoagulans
lyo. Lyophilisiert
n.s. Nicht signiﬁkant
PT englisch: Prothrombin Time
RCHIGH TECHNOTHROMBIN® TGA™ Reagenz C High
RCLOW TECHNOTHROMBIN® TGA™ Reagenz C Low
ROC-Analyse englisch: Receiver Operating Characteristics Analysis
ROC-Kurve Grenzwertoptimierungskurve (englisch: Receiver Operating
Characteristics Analysis Curve)
SCT englisch: Silica Clotting Time
SLE Systemischer Lupus erythematodes
TG Thrombingenerierung
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Zusammenfassung
Das Antiphospholipidsyndrom ist durch die Anwesenheit von Antikörpern gegen Phos-
pholipide bzw. gegen die Komplexe aus Phospholipiden und phospholipidbindenden
Proteinen gekennzeichnet. Eine Klasse dieser Antikörper wird als Lupusantikoagu-
lans bezeichnet. Diese Antikörper führen zur Verlängerung der Gerinnungszeit in vi-
tro, jedoch zu einer Thromboseneigung in vivo. Das Thromboserisiko variiert abhängig
von der Anzahl und Art der positiv ausgefallenen Lupusantikoagulans-Tests oder dem
Lupusantikoagulans-Titer. Es treten jedoch nicht bei allen Patienten Rezidive auf. Die
Risikoabschätzung für ein Thromboserezidiv ist notwendig, um die Patienten zu selek-
tieren, die von einer verlängerten Antikoagulation proﬁtieren würden.
Die Hypothese dieser Arbeit war, dass die aus der Messung der Thrombingene-
rierung abgeleiteten Parameter bei Patienten mit auffälligen Testergebnissen in der
Lupusantikoagulans-Diagnostik verändert sind.
Es wurden retrospektiv Proben von 63 Patienten von Januar bis Dezember 2009
ausgesucht (29 Patienten mit auffälligen Ergebnissen, 34 Kontrollpatienten). Die Indi-
kationen für die Laboruntersuchung waren vorangegangene Thrombose, eine Verlän-
gerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit und der systemische Lupus ery-
thematodes in der Krankengeschichte. Die Messung der Thrombingenerierung erfolgte
mit einem Fluorometer.
Die Fälle wurden in Abhängigkeit von einer Thrombose in der Vorgeschichte und den
Ergebnissen der Lupusantikoagulans-Diagnostik stratiﬁziert. Mit dem Mann-Whitney-
Wilcoxon-Test wurde die Signiﬁkanz der Nicht-Übereinstimmung der Ergebnisvertei-
lung der Gruppen für einzelne Parameter untersucht.
Die aus der Messung der Thrombingenerierung abgeleiteten Parameter unterschie-
den sich zum Teil signiﬁkant von der Kontrollgruppe, insbesondere bei Patienten mit
auffälligen Ergebnissen der Lupusantikoagulans-Diagnostik und einer Thrombose in
der Anamnese.
Unter den untersuchten Parametern zeigte sich „die Fläche unter der Fluoreszenz-
Zeit-Kurve“, bei Verwendung des Reagenzes mit hoher Phospholipidkonzentration, als
bester Prädiktor einer vorausgegangenen Thrombose. Die Ergebnisse der Untersu-
chung lassen spekulieren, dass die Messung der Thrombingenerierung zusätzlich zur
Screeninguntersuchung auf Lupusantikoagulans (diluted Russell’s Viper Venom Time)
eine bessere Diskriminierung zwischen Patientengruppen mit einem hohen und einem
niedrigen Risiko für eine erneute Thrombose erlaubt.
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1 Einleitung
1.1 Antiphospholipidsyndrom
Anfang der 1950er Jahre wurde bei Patienten mit einem systemischen Lupus erythe-
matodes eine Gerinnungsstörung beschrieben. Diese manifestierte sich in Form von
verlängerten Gerinnungszeiten und einer gesteigerten Thromboseneigung. Die noch
nicht identiﬁzierten Gerinnungshemmer wurden als Lupus-Antikoagulanzien bezeich-
net. Da die Betroffenen häuﬁg eine falsch-positive Lues-Serologie aufwiesen, konnte
im Verlauf ein Zusammenhang mit Antikörpern (AK) hergestellt und Cardiolipin als Pro-
totyp von Antigenen erkannt werden (Specker 2007a).
An den pathophysiologischen Prozessen im Rahmen des Antiphospholipidsyndroms
sind nicht ausschließlich nur AK gegen Phospholipide beteiligt. So gab es Vorschläge
das Antiphospholipidsyndrom (APS) in das Antiphospholipid/Cofaktor-Syndrom umzu-
benennen (Alarcon-Segovia und Cabral 1996).
Es wird zwischen dem primären APS und dem sekundären APS unterschieden. Das
primäre APS tritt unabhängig von anderen Erkrankungen auf. Das sekundäre APS
tritt insbesondere bei Autoimmunerkrankungen auf. Systemischer Lupus erythemato-
des (SLE) ist die häuﬁgste Grunderkrankung. Diese Unterteilung ﬁndet Beachtung im
Forschungsbereich, hat jedoch keine klinischen Konsequenzen (Miyakis et al. 2006,
Vianna et al. 1994). Die im Jahr 2009 erschienene Studie „The Euro-Phospholipid pro-
ject - Epidemiology of the antiphospholipid syndrome in Europe“ zeigte, dass das pri-
märe APS häuﬁger (53%; n=1000) als das SLE-assoziierte APS oder das Lupus-artige
Syndrom (42%; n=1000) vorkommt. In der Euro-Phospholipid-Kohorte wurde beobach-
tet, dass die Patienten mit einem SLE-assoziierten APS häuﬁger an Arthritis, Livedo
reticularis, Thrombozytopenie und Leukopenie erkrankten, was ein Indiz für die Unter-
schätzung der klinischen Relevanz ist (Cervera et al. 2009a).
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1.2 Richtlinien
Die APS-Deﬁnition besitzt einen nominalen Charakter, wonach festgelegte Kriterien in
einer bestimmten Konstellation erfüllt sein müssen. Diese Klassiﬁkationskriterien wur-
den 1998 in Sapporo erarbeitet und 2006 in einer internationalen Konsensuserklärung
aktualisiert (Wilson et al. 1999, Miyakis et al. 2006). Sie werden in klinische und bio-
chemische Kriterien unterteilt.
1. Klinische Kriterien:
a) Vaskuläre Thrombose:
Eine oder mehrere Episoden einer arteriellen oder venösen Thrombose oder
einer Thrombose in kleinen Gefäßen in einem beliebigen Gewebe oder Or-
gan. Die Thrombose muss bestätigt und durch objektive Kriterien validiert
sein. Das bedeutet mittels bildgebender Verfahren, einer Ultraschall- oder
histopathologischen Untersuchung. Histopathologisch sollte die Thrombose
ohne Entzündungszeichen der Gefäßwand bestätigt sein.
oder
b) Schwangerschaftsmorbidität:
i. Eine oder mehrere ungeklärte Fehlgeburten eines morphologisch
unauffälligen Fötus jenseits der zehnten Gestationswoche mit einer durch
Ultraschalluntersuchung oder durch direkte Untersuchung des Fötus ge-
sicherten normalen Morphologie.
oder
ii. Eine oder mehrere Frühgeburten eines morphologisch normalen Kin-
des ab der 34. Gestationswoche aufgrund einer schweren Präeklamp-
sie oder Eklampsie nach Standartdeﬁnitionen von American College of
Obstetricians and Gynecologists oder einer schweren plazentaren In-
sufﬁzienz.
oder
iii. Drei oder mehrere aufeinander folgende ungeklärte, spontane Aborte
vor der zehnten Gestationswoche. Mütterliche anatomische oder hormo-
nelle Abnormalitäten sowie genetische Ursachen väterlicher- und müt-
terlicherseits müssen ausgeschlossen sein.
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2. Biochemische Kriterien:
a) Lupusantikoagulans im Plasma an zwei oder mehreren Zeitpunkten mit
einem Abstand von mindestens zwölf Wochen. Es muss ein Testverfahren
entsprechend den Richtlinien der International Society on Thrombosis and
Haemostasis (Scientific Subcommittee on Lupus Anticoagulant / Phospho-
lipid-Dependent Antibodies) (Wisløff et al. 2002, Quehenberger und Wagner
2005) in folgender Reihenfolge verwendet werden:
i. Verlängerte phospholipidabhängige Gerinnungszeit in einemGlobaltest.
Zum Beispiel in der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT),
Kaolin Clotting Time (KCT), diluted Russell’s Viper Venom
Time (dRVVT), verdünnter Prothrombinzeit oder Textarin Time.
ii. Keine Korrektur der verlängerten Gerinnungszeit in den genannten Glo-
baltests durch Mischung des Patientenplasmas mit einem plättchenar-
men Normalplasma, sprich ein negativer Plasmaaustauschversuch.
iii. Verkürzung oder Korrektur der verlängerten Gerinnungszeit in den ge-
nannten Globaltests durch Zusatz von Phospholipiden im Überschuss.
oder
b) Anti-Cardiolipin-Antikörper (aCL-AK) vom Immunglobulin-G-Isotyp (IgG)
und/oder Immunglobulin-M-Isotyp (IgM) mit hohen oder mittleren Titern
(>40 G-/M-Phospholipid-Einheiten oder oberhalb des 99. Perzentils) im Blut,
an zwei oder mehreren Zeitpunkten mit einem Abstand von mindestens
zwölf Wochen. Als Testverfahren muss ein standardisiertes enzymgekoppel-
tes antikörperbasiertes Immunadsorptionsverfahren (ELISA) für β2-Glyco-
protein I-abhängige aCL-AK verwendet werden (Wong 2004).
oder
c) Anti-β2-Glycoprotein I-Antikörper (aβ2GPI-AK) vom Immunglobulin-G-Isotyp
und/oder Immunglobulin-M-Isotyp im Serum oder Plasma an zwei oder meh-
reren Zeitpunkten mit einem Abstand von mindestens zwölf Wochen mit ei-
nem Titer oberhalb des 99. Perzentils, gemessen durch einen nach empfoh-
lenen Verfahren standardisierten ELISA (Reber et al. 2004).
Die APS-Diagnose muss erwogen werden, wenn jeweils mindestens ein klinisches und
ein biochemisches Kriterium erfüllt sind. Der Ausschluss anderer Koagulopathien als
Kriterium ist in der aktualisierten Version nicht mehr vorhanden (Miyakis et al. 2006).
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1.3 Manifestationsformen
Die häuﬁgsten Manifestationsformen des Antiphospholipidsyndroms sind arterielle oder
venöse Thrombosen. Die Gefäßverschlüsse führen durch Hypoxie zur Schädigung des
zu versorgenden Gewebes. Die Symptome und die Zeit zwischen den einzelnen Er-
eignissen, auch bei den gleichen Patienten, variieren sehr stark. Dies erschwert die
Früherkennung. Zusätzliche Schwierigkeiten bereitet die Frage, ob beim sekundären
APS die Symptome ursächlich auf die Grunderkrankung oder beim primären APS auf
die Begleiterkrankungen zu beziehen sind.
1.3.1 Pulmologie
Die pulmonale Thromboembolie in Verbindung mit einer tiefen Venenthrombose ist die
am häuﬁgsten berichtete Manifestation des APS. Zum Spektrum der Lungenerkran-
kungen bei APS-Patienten gehören Lungenembolien und -infarkte, pulmonale Hyperto-
nie, Atemnotsyndrom des Erwachsenen, intraalveoläre Blutungen, pulmonale Kapillari-
tis sowie primäre Thrombosen sowohl der großen als auch der kleinen Lungengefäße.
Pulmonale Manifestationen bei APS sind ernste Komplikationen mit hoher Sterblichkeit
(Stojanovich 2006). Pulmonale Hypertonie im Rahmen des Antiphospholipidsyndroms
endet in der Regel tödlich (Espinosa et al. 2002).
1.3.2 Kardiologie
Das Herz gehört zu den durch das APS am häuﬁgsten betroffenen Organen. Die Schä-
den zeigen sich als Klappendysfunktionen, koronare Verschlüsse thrombotischer und
atherosklerotischer Natur und linksventrikuläre Hypertrophie (Tenedios et al. 2005).
Bei 82% der Patienten (n=40) mit einem primären APS zeigt sich eine kardiale Be-
teiligung. Unter den Patienten mit einem aCL-AK-Titer ≤40 G-Phospholipid-Einheiten
waren das 71% (17/24), während die Betroffenenzahl mit einem aCL-AK-Titer >40
G-Phospholipid-Einheiten 100% (16/16) betrug (Turiel et al. 2000). Es konnte gezeigt
werden, dass ein signiﬁkanter Zusammenhang zwischen einem hohen aCL-AK-Titer
und erneuten Ereignissen mit kardialer Beteiligung besteht (Turiel et al. 2005).
Eine weitere Untersuchung zeigte, dass bei 83,8% (26/31) der Patienten mit ei-
nem primären APS funktionelle und strukturelle Klappenfehler zu ﬁnden sind. Hier-
bei handelte es sich überwiegend um Mitralklappenfehler (Erdogan et al. 2005). An-
dererseits konnte gezeigt werden, dass Herzklappenfehler bei SLE unabhängig von
der Anwesenheit (77%, 17/22) oder Abwesenheit (72%, 23/32) der Anti-Phospholipid-
Antikörper vorkommen. Daher sind die Anti-Phospholipid-Antikörper (aPL-AK) wahr-
scheinlich nicht der primäre pathogenetische Faktor hierfür (Roldan et al. 1992).
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1.3.3 Neurologie
Es wird ein Zusammenhang mit Schlaganfall, Krampfanfällen, Kopfschmerzen und
Migräne vermutet (Rodrigues et al. 2010). Gleichzeitig existieren Studien die keinen
signiﬁkanten Zusammenhang zwischen Migräne und Lupusantikoagulans bzw. Anti-
Cardiolipin-AK feststellen konnten (Montalban et al. 1992). Alarcon-Segovia et al. un-
tersuchten eine Gruppe von 500 Patienten und konnten ebenfalls keinen Zusammen-
hang zwischen aCL-AK und Migräne, Krämpfen oder transitorischen ischämischen At-
tacken aufzeigen (Alarcon-Segovia et al. 1989).
1.3.4 Dermatologie
Eine retrospektive Untersuchung von 295 Patienten zeigte, dass bei 41% der Pati-
enten eine kutane Manifestation das erste Krankheitsanzeichen war. Häuﬁg tritt bei
APS-Patienten mit dermatologischer Beteiligung ein Multiorganbefall auf (Alegre et al.
1989). Ulzerationen, Fingergangrän, oberﬂächliche Venenthrombose, thrombozytope-
nische Purpura, Pseudovaskulitis und ausgedehnte Hautnekrose sind mögliche Ma-
nifestationen (Asherson et al. 2006). Die häuﬁgste Hautläsion ist Livedo reticularis
(25,5%; n=200) (Frances et al. 2005).
1.3.5 Ophthalmologie
Die häuﬁgsten ophthalmologischen Komplikationen im Rahmen eines Antiphospholi-
pidsyndroms sind Verschlüsse der retinalen Arterien und Venen, vor allem bei Pati-
enten unter 50 Jahren. Bei rezidivierenden Ereignissen ist der Verdacht auf APS na-
heliegend (Suvajac et al. 2007). Rehak et al. empfehlen ein APS-Screening für alle
Patienten mit retinalen venösen Verschlüssen und im Falle eines APS die Durchfüh-
rung einer Antikoagulation (Rehak et al. 2009).
1.3.6 Hepatologie
Im Hinblick auf abdominelle Manifestationen, die mit APS assoziiert sind, wurde am
häuﬁgsten von einer Leberbeteiligung berichtet. Im Einzelnen sind das Budd-Chiari-
Syndrom, Lebervenenthromboembolie, Verschluss der kleinen Lebervenen, nodulä-
re regenerative Hyperplasie, Leberinfarkt, Leberzirrhose, portaler Hochdruck, auto-
immune Hepatitis und biliäre Zirrhose. Akuter Intestinalinfarkt, Angina intestinalis und
Darmblutungen erweitern neben vereinzelten Fällen von Milzinfarkt und akuter Pan-
kreatitis das Spektrum (Uthman und Khamashta 2007).
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1.3.7 Katastrophales Antiphospholipidsyndrom
In weniger als einem Prozent der Fälle (n=1000) nimmt das APS einen fulminanten Ver-
lauf an. Die Patienten mit dem sogenannten katastrophalen Antiphospholipidsyndrom
entwickeln innerhalb einer sehr kurzen Zeit eine multiple Organbeteiligung (Cervera
et al. 2002, Cervera et al. 2009b). Trotz der Seltenheit zwingt die potenzielle Tödlich-
keit dieser Verlaufsform dem katastrophalen Antiphospholipidsyndrom eine besondere
Rolle im klinischen Alltag zuzugestehen. Im Jahr 2000 wurde von dem Europäischen
Forum für Anti-Phospholipid-Antikörper ein internationales Register von Patienten mit
katastrophalen Antiphospholipidsyndrom angelegt. Die Analyse der Daten der ersten
280 ins Register aufgenommenen Patienten zeigte, dass 72% davon weiblich sind.
Etwa 46% leiden am primären APS und 40% am systemischen Lupus erythemato-
des. In 46% der Fälle tritt das katastrophale APS ohne vorausgegangene Thrombose
auf. Die Ausprägung des katastrophalen Antiphospholipidsyndroms hängt vor allem
von den Organen, in denen sich die Thrombosen ereignen, deren Ausmaß und von
der Ausbildung des systemischen inﬂammatorischen Response-Syndroms ab (Cerve-
ra et al. 2010).
1.3.8 Gynäkologie und Geburtshilfe
Eine immense Bedeutung gewinnt das Antiphospholipidsyndrom im Rahmen der Ge-
burtshilfe. Das APS ist eine der Hauptursachen von Schwangerschaftskomplikatio-
nen, wie Frühgeburtlichkeit, wiederholte Fehlgeburten, geringes Geburtsgewicht, fetale
Wachstumsretardierung, Präeklampsie, mütterliche Thromboembolie und Unfruchtbar-
keit (Ruiz-Irastorza und Khamashta 2006, Tincani et al. 2008, Mitchell et al. 2010). Es
konnte gezeigt werden, dass das Lupusantikoagulans eine starke Assoziation mit re-
zidivierenden Aborten vor der 24. Schwangerschaftswoche hat und dass die aCL-AK
in einem deutlichen Zusammenhang mit rezidivierenden Aborten vor der 24. Schwan-
gerschaftswoche stehen. Andererseits ließ sich hierbei keine äquivalente Beziehung
zwischen jeglichen Formen der rezidivierenden Aborte und aβ2GPI-AK nachweisen
(Levy et al. 2010).
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1.4 Pathophysiologie
1.4.1 Lupusantikoagulans
1952 beschrieben Conley und Hartmann bei Patienten mit systemischem Lupus ery-
thematodes (SLE) eine Verlängerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit. Spä-
ter wurde der Begriff Lupusantikoagulans geprägt. Die entsprechenden Lupus-Anti-
koagulanzien sind ein Gemisch aus Antikörpern, die mit unterschiedlichen anionischen
Phospholipiden und deren Proteinkomplexen reagieren (Quehenberger und Wagner
2005). Es handelt sich jedoch viel mehr um ein gerinnungsserologisches Phänomen
als um eine Gruppe von Substanzen.
Aus biochemischer Sicht zeigen sich eine Verlängerung der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit in Verbindung mit einem negativen Plasmaaustauschversuch und
eine Normalisierung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit durch die Zugabe
von Phospholipiden. Die scheinbar paradoxe Verlängerung der Gerinnungszeit in vitro
angesichts der klinischen Thromboseneigung ist durch die in vivo praktisch unaus-
schöpfbare Menge an Phospholipiden erklärlich, die neben der Neusynthese auch aus
sämtlichen Zellabbauvorgängen freigesetzt werden. Bei einer ausreichenden Konzen-
tration der entsprechenden Antikörper kommt es bei phospholipidabhängigen Gerin-
nungstests zur Konkurrenz um die vorhandenen Phospholipide zwischen den Antikör-
pern sowie den Gerinnungsfaktoren und Cofaktoren, sodass für die Aktivierung der
Gerinnungskaskade nur eine begrenzte Menge an Phospholipiden zur Verfügung steht
(Specker 2007a).
Die Testung auf Lupusantikoagulans ist somit ein Verfahren zum indirekten Nach-
weis von Anti-Phospholipid-Antikörpern. Aufgrund der enormen Diversität und Epi-
topspeziﬁtät umfasst dieses gerinnungsserologische Phänomen jedoch nicht alle APS-
relevanten Antikörper.
Im Einzelnen ließ sich ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von β2-
Glycoprotein I-abhängigem Lupusantikoagulans und einem hohen Thromboserisiko in
einer Studie mit 336 Patienten postulieren (Swadzba et al. 2011). Das Lupusantiko-
agulans lässt sich jedoch auch bei bis zu 8% der gesunden Probanden (n=499) nach-
weisen (Shi et al. 1990).
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1.4.2 Anti-Phospholipid-Antikörper
Die Anti-Phospholipid-Antikörper (aPL-AK), genauer die Antikörper gegen Phospholi-
pide und phospholipidbindende Proteine, bilden eine große und heterogene Gruppe.
Nur wenige wurden identiﬁziert und intensiv untersucht. Horstman et al. unternahmen
eine Unterteilung der Antigene in sechs Gruppen (Horstman et al. 2009). Siehe hierzu
Tabelle 1.
Tabelle 1: Unterteilung der Antigene nach Horstman et al.
1. Etablierte und am besten untersuchte β2-Glycoprotein I, Prothrombin, Protein C, Pro-
tein S, Annexin V
2. Akzeptierte, aber weniger untersuchte Annexin 2, Antithrombin III, Faktor FVII/FVIIa,
Kininogene, Komplement C4, Komplement Fak-
tor H, Thrombin
3. Reine Phospholipide Cardiolipin, Phosphatidylethanolamin, Phos-
phatidylcholin, Phosphatidylserin, oxidiertes
Cardiolipin, oxidierte Lipoproteine niederer
Dichte
4. Oft oder gelegentlich erwähnte Plasmin, Gewebefaktor, gewebespeziﬁscher
Plasminogenaktivator, plättchenaktivierender
Faktor, Tissue Factor Pathway Inhibitor, Cluster
of Differentiation 40/40L (CD40/40L)
5. Kandidaten Thrombomodulin, Phospholipase A2, Endo-
thelzell-Protein-C-Rezeptor, Cluster of Differen-
tiation 36 (CD36)
6. Implizit nach Deﬁnition Faktoren VIII, X, XI, XII
Nach den Klassiﬁkationskriterien reicht der alleinige Antikörpernachweis für eine
Diagnose nicht aus. Die Präsenz der aPL-AK im Rahmen anderer Erkrankungen ist
einer der Gründe. Loizou et al. untersuchten exemplarisch die Titer-Höhe von Anti-
Cardiolipin-Antikörpern, β2-Glycoprotein I und Anti-Prothrombin-AK bei schwarzen süd-
afrikanischen Patienten mit unterschiedlichen infektiösen Erkrankungen und registrier-
ten erhöhte Werte bei Patienten mit dem Humanen Immundeﬁzienz-Virus (entspre-
chend bei 7%, 6%, 43%; n=100), mit Lepra (entsprechend bei 29%, 89%, 21%; n=112),
mit Syphilis (entsprechend bei 8%, 8%, 28%; n=25) und mit Malaria (entsprechend bei
12%, 8%, 28%; n=25) (Loizou et al. 2003). Ein anderer Grund ist das Vorkommen der
Anti-Phospholipid-Antikörper bei gesunden Patienten (Shi et al. 1990, Vila et al. 1994).
Das Antiphospholipidsyndrom lässt sich auf unterschiedlichenWegen tierexperimen-
tell auslösen. Unter anderem durch Immunisierung der Mäuse mit dem humanen
β2-Glycoprotein I (β2GPI), Cardiolipin und auch mit aus Patienten isolierten humanen
aPL-AK (Gharavi et al. 1987, Blank et al. 1994).
13
1.4.3 Anti-Cardiolipin-Antikörper
Der Nachweis von Anti-Cardiolipin-Antikörpern (aCL-AK) durch einen ELISA-Test
ermöglicht die Diagnose APS bei Patienten mit entsprechenden Symptomen auch
bei einem fehlenden Lupusantikoagulans-Nachweis (Wisløff et al. 2002). Eine Anti-
Cardiolipin-Reaktivität ist jedoch nicht obligat mit einem Lupusantikoagulans (LA) ver-
gesellschaftet. Das Lupusantikoagulans kommt auch ohne jegliche Anti-Cardiolipin-
Reaktivität vor (McNeil et al. 1989, Landenberg et al. 2001). Die Anti-Cardiolipin-Anti-
körper vom IgG-Isotyp kommen bei 6,5% und vom IgM-Isotyp bei 9,4% der gesunden
Probanden vor (n=552) (Vila et al. 1994).
Bei APS-Patienten ﬁnden sich am häuﬁgsten Anti-Cardiolipin-Antikörper ausschließ-
lich vom IgG-Isotyp (43,6%; n=1000). In absteigender Häuﬁgkeit folgt dem Befund ein
gleichzeitiger Nachweis der aCL-AK vom IgG- und IgM-Isotyp (32,1%; n=1000) und
das Vorkommen der aCL-AK nur vom IgM-Isotyp (12,2%; n=1000) ist vergleichswei-
se selten (Cervera et al. 2002). Patienten mit dem katastrophalen Antiphospholipid-
syndrom weisen aCL-AK vom IgG- und IgM-Isotyp jeweils in 83% und 38% der Fälle
(n=280) auf (Cervera et al. 2009b).
Es konnte gezeigt werden, dass erhöhte aCL-AK-Konzentrationen als ein Epiphä-
nomen von Malignomen auftreten und dass Personen mit grenzwertigen Ergebnissen
eine Gesamtsterblichkeit ähnlich der von Patienten ohne aCL-AK zeigen, was auf eine
vergleichbare Mortalität hinweist. Im Gegensatz zu früheren Studien ließ sich hierbei
die Anwesenheit von Anti-Cardiolipin-Antikörpern nicht als ein Risikofaktor für arterielle
und venöse Thrombosen postulieren (Endler et al. 2006).
Die infektionsinduzierten Anti-Cardiolipin-Antikörper lassen sich von solchen unter-
scheiden, die mit Autoimmunerkrankungen assoziiert sind. Die infektionsinduzierten
aCL-AK binden in der Regel unabhängig von β2GPI an Cardiolipin (Forastiero et al.
1996, Hunt et al. 1992). Hierbei sind diese β2GPI-unabhängige aCL-AK nicht mit einem
Thromboserisiko assoziiert (Hassell et al. 1994, Landenberg et al. 2001).
In Fällen der medikamentösen Induktion werden häuﬁg transient niedrigtitrige Anti-
Cardiolipin-Antikörper vom IgM-Isotyp beobachtet, die vorwiegend nicht mit thromboti-
schen Ereignissen einhergehen. Die Entwicklung eines Antiphospholipidsyndroms ist
hierbei selten (Landenberg et al. 2001).
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1.4.4 Anti-β2-Glycoprotein I-Antikörper
Das β2-Glycoprotein I (β2GPI), auch Apolipoprotein-H genannt, besteht aus 326 Ami-
nosäuren, die in fünf homologen Domänen angeordnet sind. Produziert wird es in der
Leber, Endothelzellen, Monozyten und wahrscheinlich in Lymphozyten, Neuronen und
Astrozyten (Day et al. 1992, Caronti et al. 1999, Conti et al. 2003). Das β2GPI bin-
det an negativ geladene Moleküle wie Heparin, Desoxyribonukleinsäure und auch an
apoptotische Zellen, Thrombozyten und Endothelzellen. Da mehrere negativ gelade-
ne Moleküle den intrinsischen Gerinnungsweg auslösen können, wird dem β2GPI die
Funktion eines natürlichen Gerinnungshemmers zugeschrieben (Matsuura et al. 2010).
Es konnte gezeigt werden, dass die β2GPI-Expression auf Monozyten bei Patien-
ten mit SLE und APS im Vergleich zu gesunden Spendern erhöht ist und mit der
Gewebefaktor-Expression korreliert (Conti et al. 2003). Die Stimulation der peripheren
mononukleären Zellen mit β2GPI induziert eine beträchtliche dosisabhängige Expres-
sion des monozytären Gewebefaktors und erfordert CD4+-T-Lymphozyten und Haupt-
histokompatibilitätskomplex-Klasse-II-Moleküle. Als hypothetisches Ergebnis einer
chronischen Stimulation von β2GPI-speziﬁschen autoreaktiven T-Lymphozyten kann
sich daraus eine anhaltend hohe Expression des monozytären Gewebefaktors erge-
ben. Dies würde zu einer prothrombotischen Diathese führen und eine Thrombosenei-
gung erklären (Visvanathan et al. 2000).
Die Bindung von aβ2GPI-AK erhöht die Afﬁnität von β2GPI zu negativ geladenen
Phospholipiden etwa um das Hundertfache. Die Erhöhung der β2GPI-Afﬁnität kann sei-
ne physiologische Funktion ändern oder die Bindung an andere phospholipidbindende
Proteine hemmen (Matsuura et al. 2010). Die Aufhebung der gerinnungshemmenden
Wirkung von β2GPI wäre eine weitere Erklärung der Thromboseneigung.
Die Untersuchungen mit monoklonalen Antikörpern zeigen, dass die Wirkung von
aβ2GPI-AK im Wesentlichen von der Epitopspeziﬁtät abhängt. Gegen die dritte und die
vierte Domäne gerichtete monoklonale aβ2GPI-AK führen zur Verlängerung der Gerin-
nungszeit im dRVVT-Test. Diese gerinnungshemmende Wirkung wird bei einem Über-
schuss von Phospholipiden aufgehoben und ähnelt somit der Lupusantikoagulans-
Aktivität. Gegen die fünfte Domäne und gegen die carboxyterminale Region der vier-
ten Domäne gerichtete monoklonale aβ2GPI-AK zeigen keine LA-ähnliche Aktivität.
Monoklonale aβ2GPI-AK mit LA-ähnlicher Aktivität, nicht aber diejenigen ohne diesen
Effekt, verbessern die Bindung von β2GPI an Phospholipide. Im Gegensatz zum Fab-
Fragment, verbessert das F(ab’)2-Fragment der monoklonalen aβ2GPI-Antikörper die
LA-Aktivität und die Bindung von β2GPI an Phospholipide. Dies deutet darauf hin, dass
aβ2GPI-AK die Bildung von multiplen β2GPI-Komplexen auf der Oberﬂäche der Phos-
pholipide induzieren kann (Takeya et al. 1997).
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1.5 Etablierte diagnostische Testverfahren
1.5.1 Grundlagen
Zur Diagnostik des Antiphospholipidsyndroms gehören klinische und biochemische
Untersuchungen. Diese Arbeit beschränkt sich auf die biochemischen Aspekte.
Hierunter fallen die Untersuchungen auf das Vorliegen von aβ2GPI-AK, von β2GPI-
abhängigen aCL-AK und auf das Lupusantikoagulans.
Das gerinnungsserologische Phänomen - Lupusantikoagulans umfasst:
• eine verlängerte phospholipidabhängige Gerinnungszeit in einem Globaltest;
• einen negativen Plasmaaustauschversuch;
• eine Korrektur der verlängerten Gerinnungszeit durch den Zusatz von Phospho-
lipiden im Überschuss.
Bei dem Plasmaaustauschversuch wird nach der Mischung von Normal- und Patien-
tenplasma in verschiedenen Verdünnungen die aktivierte partielle Thromboplastinzeit
gemessen. Falls die Verlängerung der Gerinnungszeit auf einen Mangel der Gerin-
nungsfaktoren zurückzuführen ist, wird ein Plasmaaustausch zur Normalisierung der
Gerinnungszeit durchgeführt. Ist ein Lupusantikoagulans vorhanden, wird die patho-
logische aPTT-Verlängerung durch den Normalplasma-Überschuss nicht normalisiert
(Mohren et al. 2004).
Im Unterschied zum Quick-Wert, auch Prothrombin Time (PT) oder Thromboplastin-
zeit genannt, wird bei der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) auf den Ge-
webefaktor verzichtet. Um die Aktivierung des Faktors XII in vitro zu optimieren, enthält
das Reagenz zusätzlich einen Oberﬂächenaktivator wie Kaolin, Celit, Kieselsäure, Kie-
selgur oder Ellagsäure. Zu Beurteilung wird ein Quotient aus den normalisierten aPTT-
Messungen mit lupusempﬁndlicher und lupusunempﬁndlicher aPTT gebildet. Das Ver-
hältnis aus diesen Quotienten erlaubt eine Beurteilung. Die entsprechenden Formeln
sind am Beispiel von MixCon LA im Anhang dargestellt. Siehe hierzu Formelsammlung
(Formeln 1 bis 3).
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1.5.2 Diluted Russell’s Viper Venom Time
Im Test namens diluted Russell’s Viper Venom Time (dRVVT) wird das partielle Throm-
boplastin (eine Phospholipidkomponente ohne Gewebefaktor) und das gereinigte Gift
der Kettenviper (Daboia russelii) verwendet. Siehe hierzu Tabelle 2. Das Schlangengift
aktiviert direkt den Faktor X. Dadurch hat ein möglicher Faktorenmangel keine Auswir-
kungen auf das Testergebnis.
Im phospholipidarmen Screening-Reagenz reagieren die Anti-Phospholipid-Anti-
körper mit den zugesetzten Phospholipiden, wodurch diese in einem verringerten Maß
für die Gerinnung verfügbar sind. Dies führt zur Verlängerung der Gerinnungszeit. Das
Reagenz für den Bestätigungstest ist phospholipidreich, sodass die aPL-AK in einem
größeren Ausmaß an zugesetzte Phospholipide binden und dadurch den Gerinnungs-
vorgang in einem geringeren Ausmaß beeinﬂussen. Falls hierbei, im Vergleich zur
Screening-Untersuchung, eine relevante Verkürzung der Gerinnungszeit erreicht wer-
den kann, gilt der Nachweis von Lupusantikoagulans und somit indirekt von aPL-AK
als gelungen (Thiagarajan et al. 1986, Tripodi 2007, Triplett 2000). Die Formeln zur
Beurteilung des Ergebnisses sind im Anhang dargestellt. Siehe hierzu Formelsamm-
lung (Formeln 4 bis 6). Die biologische Variabilität des Schlangengiftes scheint un-
günstig zu sein. Derzeit gibt es Bestrebungen ein besser geeignetes Schlangengift zu
identiﬁzieren und durch rekombinante Herstellung eine bessere Standardisierung zu
ermöglichen (Lövgren 2013, Speijer et al. 1986).
1.5.3 Silica Clotting Time
Bei der Testung auf Silica Clotting Time (SCT) wird ebenfalls eine Phospholipidkompo-
nente ohne Gewebefaktor verwendet. Siehe hierzu Tabelle 2. Durch den Einsatz der
Kieselsäuresuspension wirken sich ein möglicher Faktor-VII-Mangel oder Faktor-VII-
Antikörper nicht auf den Testablauf aus (Chantarangkul et al. 1992).
Bei der Verwendung des phospholipidarmen Screening-Reagenzes zeigt sich eine
verlängerte Gerinnungszeit. Das Reagenz für den Bestätigungstest ist phospholipid-
reich, wodurch die Lupus-Antikoagulanzien neutralisiert werden und es zu einer Ver-
kürzung der Zeit kommt. Zur Beurteilung wird jeweils für den Suchtest und den Be-
stätigungstest eine Ratio ausgerechnet. Anschließend wird aus dem Verhältnis von
Screeningtest-Ratio zur Bestätigungstest-Ratio die normalisierte SCT-Ratio abgeleitet,
die der Beurteilung des Testergebnisses dient. Siehe hierzu Formelsammlung (For-
meln 7 bis 9).
Durch den Zusatz von Polybren kann Heparin neutralisiert werden und der Einﬂuss
von Warfarin kann durch die Berechnung der normalisierten SCT-Ratio berücksichtigt
werden (Tripodi et al. 2001).
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1.5.4 Kaolin Clotting Time
Im Test namens Kaolin Clotting Time (KCT) stehen der Gerinnungsreaktion nur die
Phospholipide aus dem Patientenplasma zur Verfügung. Als Oberﬂächenaktivator fun-
giert Kaolin. Siehe hierzu Tabelle 2. Der Test gilt als sehr sensitiv, jedoch relativ un-
speziﬁsch, da unterschiedliche Inhibitoren die Ergebnisse beeinﬂussen (Gressner und
Arndt 2005).
Die Lupus-Antikoagulanzien im Untersuchungsmaterial führen zur Verlängerung der
Gerinnungszeit. Zur Bestätigung wird der Test mit Normalplasma und nach Mischung
von Patientenplasma mit Normalplasma wiederholt. Die Auswertung erfolgt durch die
Berechnung des Rosner-Index. Siehe hierzu Formelsammlung (Formel 10).
Die Diskriminierung zwischen einem speziﬁschen Faktoreninhibitor und Lupusanti-
koagulans kann mittels eines Verdünnungstests erfolgen. Im Falle der Anwesenheit von
Lupus-Antikoagulanzien erfolgt durch die Verdünnung der Anti-Phospholipid-Antikörper
eine Normalisierung der aPTT, während diese im Falle eines Faktoreninhibitors unver-
ändert pathologisch bleibt (Mohren et al. 2004).
Tabelle 2: Vergleichende Übersicht ausgewählter Gerinnungstests (Wisløff et al. 2002, Que-
henberger und Wagner 2005, Luxembourg et al. 2007, Barthels 2008).
Test Zugabe von Zugabe von Zugabe von aktivierte
Phospholipiden Gewebefaktor Aktivator Faktoren
PT
Ja Ja Nein Faktoren IX und X
aPTT Ellagsäure, Celit,
Ja Nein Kaolin, Kieselgur etc. Faktor XII
SCT
Ja Nein Kieselsäuresuspension Faktor XII
dRVVT
Ja Nein Gift der Kettenviper Faktor X
KCT
Nein Nein Kaolin Faktor XII
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1.6 Thrombingenerierung
„Unter In-Vitro-Bedingungen ist die Aktivierung von etwa 2-5% des im Plasma vor-
liegenden Prothrombins ausreichend, um eine messbare Fibrinbildung zu induzieren.
Deswegen können mit koagulometrischen Testverfahren nur bis zum Erreichen dieses
Schwellenwertes Aussagen über die Thrombinbildung gemacht werden. Das Ziel der
Messung der Thrombingenerierung ist es, die Thrombinbildung quantitativ über den
Zeitpunkt der Fibrinbildung hinaus zu erfassen (Pötzsch und Madlener 2010).“
Die Bestimmung der Zeit von der Aktivierung bis zum prädeﬁnierten Ende der Ge-
rinnungskaskade in vitro erlaubt keine Schlussfolgerungen über die Dynamik einzelner
Vorgänge. Dies erfordert eine kontinuierliche Messung.
Die Thrombingenerierung (TG) basiert auf der Bestimmung der Thrombinkonzentra-
tion mittels eines ﬂuorogenen Peptidsubstrates, die die Unterbrechung der Gerinnung
zur anschließenden Messung entbehrlich macht. Zur Aktivierung der Gerinnungskas-
kade wird der Gewebefaktor und eine Phospholipidkomponente verwendet. Der wäh-
rend der Gerinnungsreaktion entstehende Prothrombinaktivator-Komplex fördert die
Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin. Dieser spaltet das ﬂuorogene Peptidsub-
strat, was zur Änderung der Fluoreszenz führt.
Durch kontinuierliche Bestimmung während des Gerinnungsvorganges kann die ge-
messene Fluoreszenz gegen die Zeit aufgetragen werden. Siehe hierzu Abbildung 1.
Folgende Parameter können hierbei abgeleitet werden:
• Die Verzögerungszeit - lag time.
• Die Zeit bis zum Erreichen des Maximums - time to peak.
• Die maximale Höhe der Thrombinkonzentration - peak height.
• Die Fläche unter der Kurve - area under the curve (AUC).
Diese werden im Rahmen dieser Arbeit als TG-Parameter zusammengefasst.
Seit einigen Jahren erfährt die Messung der Thrombingenerierung zunehmende Auf-
merksamkeit. Obwohl eine Standardisierung des Verfahrens fehlt, wurde das Verfahren
bereits bei einer Vielzahl von Patienten untersucht (Berntorp und Salvagno 2008).
Das Verfahren wurde in Bezug auf Prädiktion von rezidivierenden venösen Throm-
boembolien (Eichinger et al. 2008, Hron et al. 2006), als Screening-Instrument für
thrombophile Faktoren (Hezard et al. 2006), im Hinblick auf die Risikobewertung der
Thromboseneigung bei Patienten mit Resistenz gegen das aktivierte Protein C (APC-
Resistenz) (Tans et al. 2003) und zum Nachweis von Antiphospholipidsyndrom (De-
vreese et al. 2009, Sheng et al. 2001) untersucht. Nichtsdestotrotz bleibt die gegenwär-
tige Studienlage zum diagnostischen Einsatz der Messung der Thrombingenerierung
widersprüchlich und weitgehend lückenhaft.
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Die Intensität der Fluoreszenzstrahlung (rot) ist gegen die Zeit aufgetragen. Die Parameter lag
time, time to peak und peak height sind mit Pfeilen markiert. Area under the curve bezieht sich
auf die Fläche unter der Kurve.
Abbildung 1: Aus der Messung der Thrombingenerierung abgeleitete Parameter (TG-
Parameter).
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2 Ziele der Arbeit
Abhängig von der Anzahl und der Art der positiv ausgefallenen Lupusantikoagulans-
Tests, sowie von der Höhe des Lupusantikoagulans-Titers variiert das Risiko der Ent-
wicklung von Thrombosen (Devreese et al. 2011, Galli et al. 2003, Galli 2004). Oft
werden Lupusantikoagulans-Tests nach einem thrombotischen Ereignis durchgeführt
und Patienten erhalten gegebenenfalls eine Antikoagulation (Ruiz-Irastorza et al. 2011,
Ruiz-Irastorza et al. 2007). Die Antikoagulation erfolgt mindestens sechs Monate bis
lebenslang. Doch trotz des hohen Risikos, treten nicht bei allen Patienten Rezidive auf
(Specker 2007b, Schulman et al. 1998, Akimoto et al. 2005).
Es besteht eine dringende Notwendigkeit einer Verbesserung der Laboratoriumsdia-
gnostik im Hinblick auf die Risikoprädiktion. Die Entwicklung der Messung der Throm-
bingenerierung ermöglicht es die Thrombinbildung quantitativ über den Zeitpunkt der
Fibrinbildung hinaus zu erfassen. Dies erweckt die Hoffnung die Messung der Throm-
bingenerierung erfolgreich im klinischen Alltag einzusetzen um das Risiko eines Throm-
boserezidivs bei LA-positiven Patienten besser abschätzen zu können.
Die Grundhypothese dieser Arbeit war, dass die Parameter der Thrombingenerie-
rung bei Patienten mit auffälligen Testergebnissen in der Lupusantikoagulans-Diagno-
stik verändert sind. Des Weiteren wurde untersucht, ob die einzelnen Parameter der
Thrombingenerierung mit früheren thromboembolischen Ereignissen korrelieren.
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3 Methodik
3.1 Patientenkollektiv
Aus dem Lupusantikoagulans-Testprogramm des Zentrallabors des Instituts für Klini-
sche Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des Klinikums der Friedrich-Schiller-
Universität Jena wurden, retrospektiv von Januar bis Dezember 2009, Proben von 63
Patienten ausgesucht. Wenn ein Patient mehrmals während der Studiendauer getes-
tet wurde, wurde nur die erste Probe in die Studie eingeschlossen. Ein ausreichendes
Probenvolumen und eine zur Verfügung stehende Krankengeschichte waren weitere
Voraussetzungen.
Da eine verlängerte Gerinnungszeit durch gerinnungshemmende Medikamente ver-
ursacht werden kann, wurden die Proben mit einem Quick-Wert unterhalb des Refe-
renzbereiches (70%) nicht berücksichtigt.
Alle Proben mit einer abnormen LAC-Screen-Ratio (dRVVT-Suchtest) während der
Testperiode wurden in die Studie aufgenommen, insgesamt 29 Proben. Von den Pro-
ben, die in beiden Screening-Tests (dRVVT und aPTT) während der Studiendauer ne-
gative Ergebnisse lieferten, wurden nicht alle, sondern 34 Proben der Kontrollgruppe
zugeordnet. Siehe hierzu Abbildung 2.
Keine Thrombose
in der
Vorgeschichte
Thrombose
in der
Vorgeschichte
Keine Thrombose
in der
Vorgeschichte
Thrombose
in der
Vorgeschichte
9
34
13 16 25
29
LAC-Screen-Ratio negativ
und aPTT negativ
LAC-Screen-Ratio positiv
aPTT positiv oder negativ
Kontrollgruppe
Abbildung 2: Auswahlverfahren von Patientenproben, die in die Untersuchung aufgenommen
wurden.
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Die Indikationen für die Laboruntersuchung waren vorangegangene Thrombose, eine
Verlängerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit und der systemische Lupus
erythematodes in der Krankengeschichte. Im Falle der vorangegangenen Thrombose
wurden die Proben unmittelbar nach dem Ereignis eingesendet.
Informationen über die Krankengeschichte der Patienten wurden dem Krankenhaus-
informationssystem entnommen. Innerhalb der Kohorte traten nur venöse und keine
arteriellen thrombotischen Ereignisse auf. Alle Patienten mit vorangegangenen throm-
botischen Ereignissen galten als positiv für die weitere Analyse, unabhängig von der
Anzahl der thrombotischen Ereignisse in der Vorgeschichte. Merkmale der Patienten,
deren Proben in die Studie aufgenommen wurden, sind in der Tabelle 3 zusammenge-
fasst.
Tabelle 3: Merkmale der Patienten, deren Proben in die Studie aufgenommen wurden.
Geschlechterverteilung
weiblich : männlich 38 : 25
Patientenalter
Unteres Quartil / Median / Oberes Quartil 34,5 / 53,0 / 64,7
Patientenzahl mit Thrombose in der Vorgeschichte 22
Lokalisation der Thrombose
Untere Extremitäten und Beckenvenen 12
Hirnvenen 3
Lungenembolie 7
Anzahl der getesteten Patienten / Anzahl der Patienten positiv auf:
Protein-S-Mangel 36 / 0
Protein-C-Mangel 36 / 0
Antithrombin-Mangel 45 / 0
Faktor-V-Leiden-Mutation 37 / 6 heterozygot
Prothrombin-Mutation 37 / 0
Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Friedrich-Schiller-Universität Jena
an der Medizinischen Fakultät genehmigt (Votum No2923-09/10). Siehe hierzu Seite VI
im Anhang.
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3.2 Proben
3.2.1 Vorbereitung der Proben
Um blutplättchenfreies Plasma zu erhalten, wurden die Proben routinemäßig zwei-
mal zentrifugiert (Brandt et al. 1995) und bei −80°C gelagert. Alle Proben erfuhren
einen Frost/Tau-Zyklus. Gelagert wurden zwei Teilmengen, eine für die anfängliche
Diagnostik und ein Back-up-Aliquot.
3.2.2 Messung der dRVVT und aPTT
Im Rahmen der Routinediagnostik des Labors wurden richtlinienkonform (Miyakis et al.
2006) zwei Tests durchgeführt: dRVVT (LAC Screen / Conﬁrm, Instrumentation La-
boratory) und aPTT (MixCon-LA, Instrumentation Laboratory). Die Zusammensetzung
dieser Reagenzien ist im Kapitel 3.3 beschrieben. LAC Screen / Conﬁrm wurde gemäß
den Vorgaben des Herstellers auf dem ACL-Top-Analyser (Instrumentation Laboratory)
gemessen. Die aus der Routinediagnostik bereits vorliegenden Ergebnisse ﬂossen in
die Auswertung mit ein.
Die Proben galten als LA-negativ, wenn der LAC-Screen-Testergebnis bei <45 sek.
lag. Proben mit LAC-Screen-Testergebnis >45 sek. wurden auf LAC-Screen-Ratio
(Patientenplasma-LAC-Screen geteilt durch Normalplasma-LAC-Screen) getestet und
galten als negativ, wenn das Verhältnis bei <1,2 lag. Bei den Proben mit LAC-Screen-
Ratio≥1,2 wurde die LAC-Conﬁrm-Ratio (Patientenplasma-LAC-Conﬁrm geteilt durch
Normalplasma-LAC-Conﬁrm) mit hoher Phospholipidkonzentration bestimmt. Die Pro-
ben galten als LA-positiv, wenn die normalisierte LAC Ratio (LAC-Screen-Ratio geteilt
durch LAC-Conﬁrm-Ratio) ≥1,2 betrug.
3.2.3 Tests auf Protein-S-, Protein-C-, Antithrombin-Mangel, Faktor-V-Leiden-
und Prothrombin-Mutation
Die Tests auf Antithrombin-, Protein-C-, Protein-S-Mangel (HemosIL Liquid Antithrom-
bin, HemosIL Protein C, HemosIL ProS; Instrumentation Laboratory), auf Faktor-V-
Leiden- und Prothrombin-G20210A-Mutation (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland),
auf aCL-AK und aβ2GPI-AK (Algeria®-Analyser, Organtec, Mainz, Deutschland) erfolg-
ten im Rahmen der Routinediagnostik des Labors. Die bereits vorliegenden Daten ﬂos-
sen in die Auswertung mit ein.
Proben von heterozygoten Faktor-V-Leiden-Patienten wurden nicht ausgeschlossen,
weil die Faktor-V-Leiden-Mutation erst nach Zugabe von aktiviertem Protein C (APC)
zu einer veränderten Thrombinbildung führt (Hezard et al. 2006, Hron et al. 2006,
Chaireti et al. 2009).
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3.2.4 Messung der Thrombingenerierung
Nach einer Kalibrierung wurde die Messung der Thrombingenerierung mit dem BioTek®
FLx800™TBI Fluorometer durchgeführt. Die Reagenzien, die Kalibratoren und Kontrol-
len wurden nach den Empfehlungen des Herstellers (Technoclone, Wien, Österreich)
verwendet. Es wurden gleichzeitig jeweils zwei Tests durchgeführt:
• mit einer hohen Phospholipidkonzentration (RCHIGH) und
• mit einer niedrigen Phospholipidkonzentration (RCLOW).
Die Umwandlung des Substrats wurde 60 Minuten lang überwacht und in Intervallen
von einer Minute gemessen. Lag time, peak height, time to peak und area under the
curve wurden mithilfe der BioTek®KC4™Gen5™ Software bestimmt. Alle Proben wur-
den zweifach analysiert.
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3.3 Reagenzien
3.3.1 TECHNOTHROMBIN® TGA™
Das TGA Reagenz C enthält Phospholipidmizellen mit einem rekombinant hergestell-
ten Gewebefaktor im Tris-Hepes-NaCl-Puffer (Technoclone Ltd. 2006).
Im Einzelnen:
• TGA Reagenz C Low (RCLOW): Niedrige Konzentration von Phospholipidmizellen;
• TGA Reagenz C High (RCHIGH): Hohe Konzentration von Phospholipidmizellen;
• TGA Substrat: Fluorogenes Substrat - Z-Gly-Gly-Arg-AMC mit CaCl2;
• TGA Puffer: Hepes-NaCl-Puffer mit Rinderserumalbumin;
• TGA Thrombin Kalibrator: Thrombin in Puffer mit Rinderserumalbumin;
• TGA Kontrolle 1 (C1): Normales Humanplasma, lyophilisiert (lyo.);
• TGA Kontrolle 2 (C2): Humanplasma mit erhöhter Thrombingenerierung, lyo.;
• TGA Kontrolle 3 (C3): Humanplasma mit verminderter Thrombingenerierung, lyo.
Hersteller:
Technoclone GmbH, Brunner Str. 67, 1230 Wien, Österreich.
3.3.2 IL Test™ MixCon LA
Bei MixCon LA handelt es sich um ein ﬂüssiges aPTT-Reagenz, welches Phospholi-
pide, Calcium, Puffer, Stabilisatoren und Konservierungsmittel enthält (Instrumentati-
on Laboratory Company 2002).
Im Einzelnen:
• aPTT high sensitivity: Niedrige Konzentration von Phospholipiden;
• aPTT low sensitivity: Hohe Konzentration von Phospholipiden;
• CaCl2-Reagenz mit Polybren, Farbstoff und Konservierungsmittel;
• Normalplasma, lyo.;
• Pathologisches Lupuskontrollplasma, lyo.
Hersteller:
Instrumentation Laboratory GmbH, Klausnerring 4, 85551 Kirchheim, Deutschland.
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3.3.3 LAC Screen / Confirm HemosIL™
Bei LAC Screen / Conﬁrm HemosIL™ handelt es sich um ein lyophilisiertes dRVVT-
Reagenz, mit einem Extrakt aus dem Gift der Kettenviper (Daboia russelii), Phospholi-
piden, Calcium, Polybren, Puffer, Stabilisatoren, Farbstoffen und Konservierungsmittel
(Instrumentation Laboratory Company 2005).
Im Einzelnen:
• LAC Screen: Niedrige Konzentration von Phospholipiden;
• LAC Conﬁrm: Hohe Konzentration von Phospholipiden.
Hersteller:
Instrumentation Laboratory GmbH, Klausnerring 4, 85551 Kirchheim, Deutschland.
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3.4 Methoden der statistischen Analyse
Zum Vergleich der jeweiligen zwei Untergruppen im Hinblick auf die Signiﬁkanz der
Nicht-Übereinstimmung der Ergebnisverteilung wurde der Mann-Whitney-Wilcoxon-
Test verwendet. Die Beurteilung erfolgte anhand der zweiseitigen asymptotischen Si-
gniﬁkanz. Der Test gehört seit Jahrzehnten zu den statistischen Standardverfahren und
ﬁndet in dieser Arbeit keine nähere Erörterung (Mann und Whitney 1947). Im Folgen-
den werden nur die Logistische Regressionsanalyse und Receiver Operating Charac-
teristics Analysis erwähnt.
3.4.1 Logistische Regressionsanalyse
Die Regressionsanalyse ist ein statistisches Analyseverfahren. Es ermöglicht Bezie-
hungen zwischen einer abhängigen und einer oder mehreren unabhängigen Variablen
zu erschließen. Hierbei ist es möglich, die Zusammenhänge quantitativ zu beschrei-
ben oder Werte der abhängigen Variablen zu prognostizieren (Backhaus 2006). Die
logistische Regressionsanalyse erlaubt es die Variablen, die die Gruppenunterschiede
produzieren, zu identiﬁzieren und die Stärke und Richtung ihres Einﬂusses zu bestim-
men. Bei der logistischen Regressionsanalyse werden Wahrscheinlichkeiten der Grup-
penzugehörigkeit geschätzt. So sind Aussagen darüber möglich, wie sich die Wahr-
scheinlichkeit der Gruppenzugehörigkeit bei Änderung des Wertes der unabhängigen
Variablen ändert (Fromm 2005).
Bei der hierarchischen logistischen Regressionsanalyse, auch schrittweise Regres-
sion genannt, wird schrittweise zunächst die erklärungsstärkste unabhängige Variable
aufgenommen (Vorwärtsselektion) bzw. die erklärungsschwächste aus dem vollständi-
gen Modell entfernt (Rückwärtsselektion).
3.4.2 Receiver Operating Characteristics Analysis
Receiver Operating Characteristics Analysis (ROC-Analyse) ist eine Methode zur Be-
wertung eines Analyseverfahrens und eignet sich zur Analyse eines Diagnoseverfah-
rens. Ursprünglich wurde die Methode im Rahmen der Signalentdeckungstheorie im
Militärbereich mit dem Ziel entwickelt, die Radar-Technik zu verbessern (Green und
Swets 1974). Über die Jahre fand es Einzug unter anderem in die psychologische und
medizinische Forschung.
Für jeden möglichen Wert eines Parameters werden die relativen Häuﬁgkeitsvertei-
lungen in Form von Richtig-Positiv-Rate (Sensitivität) und Falsch-Positiv-Rate
(1 − Speziﬁtät) berechnet. Im nächsten Schritt werden die Werte für Richtig-Positiv-
Rate auf der Ordinate und die Werte für Falsch-Positiv-Rate auf der Abszisse darge-
stellt. Die Fläche unter dieser Kurve, auch Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve)
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genannt, dient der Beurteilung der Güte eines Diagnoseverfahrens (Schumacher und
Schulgen-Kristiansen 2002, Lasko et al. 2005).
Erlaubt ein Diagnoseverfahren eine perfekte Differenzierung zwischen zwei Grup-
pen, steigt die ROC-Kurve zunächst senkrecht an, schmiegt sich in die linke obere
Ecke (Eckpunkt (0,1)) und verläuft anschließend waagerecht, wie in Abbildung 3 dar-
gestellt. Die Fläche unter dieser ROC-Kurve beträgt eins. Können zwei Gruppen durch
einen Parameter nicht differenziert werden, so ist die Wahrscheinlichkeit gleich 0,5,
was der Trefferhäuﬁgkeit eines Zufallsprozesses entspricht. Die ROC-Kurve liegt in die-
sem Fall auf der Winkelhalbierenden und die Fläche unter der ROC-Kurve (AUCROC)
beträgt 0,5 (Mansmann 2007).
Die ideale ROC-Kurve (rot) steigt zunächst senkrecht an, schmiegt sich in die linke obere Ecke
und verläuft anschließend waagerecht. Die Winkelhalbierende ist grau dargestellt.
Abbildung 3: Ideale ROC-Kurve mit der Winkelhalbierenden.
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3.5 Gerätschaft und Software
3.5.1 Messung der Thrombingenerierung
Die Messung der Thrombingenerierung erfolgte am BioTek® FLx800™TBI Fluorometer
(Technoclone, Wien, Österreich; BioTek®, Winooski, USA). Der FLx800™TBI Fluoro-
meter ist ein Multi-Detektions-Reader für Mikroplatten zur Fluoreszenz-Messung.
Zur Steuerung des Mikroplatten-Readers und zur Verwaltung der Testergebnisse
wurde die mitgelieferte KC4™Gen5™-Software (BioTek®, Winooski, USA) verwendet.
3.5.2 Statistische Analyse
Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS 19 (IBM®, New York, USA), Microsoft® Excel
(Microsoft®, Unterschleissheim, Deutschland) und Analyse-It (Analyse-It Software, Ltd,
Leeds, UK). Analyse-It ist eine Erweiterung (Add-in) für Microsoft® Excel.
3.5.3 Illustrations- und Textverarbeitung
Die Textverarbeitung erfolgte mit der MiKTeX-Distribution (Christian Schenk, Berlin,
Deutschland) von LATEX (Leslie Lamport, New York, USA). Die Illustrationen wurden mit
SPSS 19 (IBM®, New York, USA) und Ipe extensible drawing editor (Otfried Cheong,
Daejeon, Korea) erstellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Messungenauigkeit
Die Messungenauigkeit wurde durch wiederholte Analyse (n=16) einer Qualitätskon-
trollprobe gemessen. Die Gesamtunpräzision lag für alle TG-Parameter im Bereich
<15%. Mit Abstand die niedrigstenWerte ergaben sich für area under the curve (AUC):
8,1% bei Verwendung des RCLOW-Reagenzes und 6,0% bei Verwendung des RCHIGH-
Reagenzes. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4 dargestellt.
Tabelle 4: Messungenauigkeit.
Gesamtunpräzision Tag-zu-Tag-Unpräzision
RCLOW
lag time 11,7% 8,8%
time to peak 14,6% 12,9%
peak height 12,9% 11,5%
area under the curve 8,1% 7,2%
RCHIGH
lag time 11,7% 9,0%
time to peak 11,5% 10,1%
peak height 10,8% 8,4%
area under the curve 6,0% 5,8%
4.2 Einfluss von aβ2GPI-AK und aCL-AK auf
Thrombingenerierung
Der Vergleich der TG-Parameter zwischen der Gruppe mit aβ2GPI-AK (IgM und/oder
IgG; n=11) und der Gruppe ohne aβ2GPI-AK (n=52) sowie zwischen der Gruppe mit
aCL-AK (IgM und/oder IgG; n=19) und der Gruppe ohne aCL-AK (n=44) zeigte keine
signiﬁkanten Unterschiede (p>0,05). Daher wurde der Nachweis von oben genannten
Antikörpern nachfolgend nicht berücksichtigt. Zur statistischen Auswertung wurde der
Mann-Whitney-Wilcoxon-Test verwendet.
31
4.3 Vergleich der TG-Parameter und LAC-Screen-Ratio zwischen
Patienten mit und ohne Thrombose
Die Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Gruppen im Hinblick auf Signiﬁkanz
der Nicht-Übereinstimmung der Verteilung der Ergebnisse erfolgten anhand des Mann-
Whitney-Wilcoxon-Tests. Die Beurteilung erfolgte anhand der zweiseitigen asymptoti-
schen Signiﬁkanz. Der Vergleich der Verteilung der LAC-Screen-Ratio-Ergebnisse zwi-
schen Gruppen mit und ohne Thrombose ergab einen p-Wert von 0,08 und somit kei-
nen signiﬁkanten Unterschied. Siehe Abbildung 4.
Box-Whisker-Plots. Ein Extremwert, der außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegt,
ist als ein Punkt dargestellt. Der p-Wert ist oberhalb der Boxen aufgetragen. Signiﬁkanzniveau
von 0,05.
Abbildung 4: Vergleich von LAC-Screen-Ratio zwischen Proben mit und ohne Thrombose
in der Vorgeschichte.
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Der Vergleich der TG-Parameter ergab jedoch zum Teil signiﬁkante Unterschiede
(Abbildungen 5 bis 8). Der Vergleich der Verteilung der lag-time-Ergebnisse zwischen
Gruppen mit und ohne Thrombose ergab für RCLOW und für RCHIGH jeweils einen signi-
ﬁkanten Unterschied. Siehe Abbildung 5.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als größere Punkte dargestellt. Die Extremwerte,
die außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegen, sind als kleinere Punkte dargestellt.
Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die
verglichene Gruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 5: Vergleich zwischen Proben mit und ohne Thrombose in der Vorgeschichte bei
Induktion mit RCLOW und RCHIGH bezogen auf lag time.
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Der Vergleich der Verteilung der time-to-peak-Ergebnisse zwischen Gruppen mit und
ohne Thrombose ergab für RCLOW und für RCHIGH jeweils einen signiﬁkanten Unter-
schied. Siehe Abbildung 6.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Gruppenkombi-
nation. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 6: Vergleich zwischen Proben mit und ohne Thrombose in der Vorgeschichte bei
Induktion mit RCLOW und RCHIGH bezogen auf time to peak.
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Die Nicht-Übereinstimmung der Verteilung der peak-height-Ergebnisse bei Verwen-
dung des RCLOW-Reagenzes zwischen Gruppen mit und ohne Thrombose erwies sich
als nicht signiﬁkant (n.s.). Bei Verwendung des RCHIGH-Reagenzes ergab sich ein p-
Wert von 0,003 und somit ein signiﬁkanter Unterschied. Siehe Abbildung 7.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Der p-Wert >0,5 ist nicht beziffert, da der Unterschied der Verteilung
nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Gruppenkombi-
nation. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 7: Vergleich zwischen Proben mit und ohne Thrombose in der Vorgeschichte bei
Induktion mit RCLOW und RCHIGH bezogen auf peak height.
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Der Vergleich der Verteilung der AUC-Ergebnisse zwischen Gruppen mit und ohne
Thrombose ergab für RCLOW und für RCHIGH jeweils einen signiﬁkanten Unterschied.
Siehe Abbildung 8.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Gruppenkombi-
nation. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 8: Vergleich zwischen Proben mit und ohne Thrombose in der Vorgeschichte bei
Induktion mit RCLOW und RCHIGH bezogen auf AUC.
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4.4 Vergleich der TG-Parameter nach Stratifizierung der Patienten
nach LAC-Screen-Ratio und Thromboseanamnese
Die vorhergehende Dotplot-Analyse ergab eine weite Streuung der Ergebnisse in den
jeweiligen Gruppen. Daher wurden die Patienten mit und ohne Thrombose anhand der
LAC-Screen-Ratio in jeweils zwei Untergruppen aufgeteilt:
• Fälle ohne Thrombose und LAC-Screen-Ratio <1,2 (negativ)
• Fälle mit Thrombose und LAC-Screen-Ratio <1,2 (negativ)
• Fälle ohne Thrombose und LAC-Screen-Ratio ≥1,2 (positiv)
• Fälle mit Thrombose und LAC-Screen-Ratio ≥1,2 (positiv)
Der Vergleich zwischen den Untergruppen (Abbildungen 9 bis 16) zeigte, dass die
TG-Parameter sich signiﬁkant zwischen den Fällen ohne Thrombose (unabhängig von
LAC-Screen-Ratio) und den Fällen mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio unterschieden.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der Induktion mit dem RCHIGH-Reagenz un-
terschieden sich bei Verwendung des RCLOW-Reagenzes zusätzlich die Parameter lag
time und AUC (Abbildungen 9 und 15) zwischen den Fällen mit Thrombose und ei-
ner positiven LAC-Screen-Ratio und den Fällen mit Thrombose und einer negativen
LAC-Screen-Ratio.
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Der Vergleich der Verteilung der lag-time-Ergebnisse bei Verwendung des RCLOW-
Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio mit drei übrigen Untergruppen ergab jeweils einen signiﬁkanten Unterschied. Im
Vergleich mit der Untergruppe ohne Thrombose und einer negativen LAC-Screen-Ratio
ergab sich ein p-Wert von 0,001. Im Vergleich mit der Untergruppe mit Thrombose und
einer negativen LAC-Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von 0,03. Im Vergleich mit
der Untergruppe ohne Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio ergab sich
ein p-Wert von 0,01.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als größere Punkte dargestellt. Die Extremwerte,
die außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegen, sind als kleinere Punkte dargestellt.
Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die
verglichene Untergruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 9: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCLOW bezogen auf lag time.
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Der Vergleich der Verteilung der lag-time-Ergebnisse bei Verwendung des RCHIGH-
Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio mit zwei Untergruppen ohne Thrombose ergab jeweils einen p-Wert von 0,01
und somit jeweils einen signiﬁkanten Unterschied. Im Vergleich mit der Untergruppe
mit Thrombose und einer negativen LAC-Screen-Ratio ergab sich kein signiﬁkanter
Unterschied.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als größere Punkte dargestellt. Die Extremwerte,
die außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegen, sind als kleinere Punkte dargestellt.
Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Der p-Wert >0,5 ist nicht beziffert, da der
Unterschied der Verteilung nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen die
verglichene Untergruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 10: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCHIGH bezogen auf lag time.
39
Der Vergleich der Verteilung der peak-height-Ergebnisse bei Verwendung des RCLOW-
Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio mit den drei übrigen Untergruppen ergab jeweils einen signiﬁkanten
Unterschied. Siehe Abbildung 11.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen sind als größere Punkte dargestellt. Die Extremwerte,
die außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegen sind als kleinere Punkte dargestellt.
Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die
verglichene Untergruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 11: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCLOW bezogen auf peak
height.
40
Der Vergleich der Verteilung der peak-height-Ergebnisse bei Verwendung des
RCHIGH-Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-
Screen-Ratio mit zwei Untergruppen ohne Thrombose ergab jeweils einen signiﬁkan-
ten Unterschied. Im Vergleich mit der Untergruppe ohne Thrombose und einer ne-
gativen LAC-Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von 0,006 und im Vergleich mit der
Untergruppe ohne Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio ergab sich ein
p-Wert von 0,003. Im Vergleich mit der Untergruppe mit Thrombose und einer negati-
ven LAC-Screen-Ratio ergab sich kein signiﬁkanter Unterschied.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Der p-Wert >0,5 ist nicht beziffert, da der Unterschied der Verteilung
nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Untergruppen-
kombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 12: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCHIGH bezogen auf peak
height.
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Der Vergleich der Verteilung der time-to-peak-Ergebnisse bei Verwendung des
RCLOW-Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-
Screen-Ratio mit zwei Untergruppen ohne Thrombose ergab jeweils einen signiﬁkan-
ten Unterschied. Im Vergleich mit der Untergruppe ohne Thrombose und einer ne-
gativen LAC-Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von 0,002 und im Vergleich mit der
Untergruppe ohne Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio ergab sich ein
p-Wert von 0,008. Im Vergleich mit der Untergruppe mit Thrombose und einer negati-
ven LAC-Screen-Ratio ergab sich kein signiﬁkanter Unterschied.
Box-Whisker-Plots. Der Ausreißer, der zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen
Interquartilweiten außerhalb der Box liegt, ist als ein größerer Punkt dargestellt. Der Extrem-
wert, der außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegt, ist als ein kleinerer Punkt darge-
stellt. Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Der p-Wert>0,5 ist nicht beziffert, da
der Unterschied der Verteilung nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen
die verglichene Untergruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 13: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCLOW bezogen auf time to
peak.
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Der Vergleich der Verteilung der time-to-peak-Ergebnisse bei Verwendung des
RCHIGH-Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-
Screen-Ratio mit zwei Untergruppen ohne Thrombose ergab jeweils einen signiﬁkan-
ten Unterschied. Im Vergleich mit der Untergruppe ohne Thrombose und einer ne-
gativen LAC-Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von 0,01 und im Vergleich mit der
Untergruppe ohne Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio ergab sich ein
p-Wert von 0,004. Im Vergleich mit der Untergruppe mit Thrombose und einer negati-
ven LAC-Screen-Ratio ergab sich kein signiﬁkanter Unterschied.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als größere Punkte dargestellt. Die Extremwerte,
die außerhalb des dreifachen Interquartilsabstands liegen, sind als kleinere Punkte dargestellt.
Die p-Werte sind oberhalb der Boxen aufgetragen. Der p-Wert >0,5 ist nicht beziffert, da der
Unterschied der Verteilung nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen die
verglichene Untergruppenkombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 14: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCHIGH bezogen auf time to
peak.
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Der Vergleich der Verteilung der AUC-Ergebnisse bei Verwendung des RCLOW-Rea-
genzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio mit drei übrigen Untergruppen ergab jeweils einen signiﬁkanten Unterschied.
Siehe Abbildung 15.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen, sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Untergruppen-
kombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 15: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCLOW bezogen auf AUC.
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Der Vergleich der Verteilung der AUC-Ergebnisse bei Verwendung des RCHIGH-
Reagenzes zwischen der Untergruppe mit Thrombose und einer positiven LAC-Screen-
Ratio mit zwei Untergruppen ohne Thrombose ergab jeweils einen signiﬁkanten Unter-
schied. Im Vergleich mit der Untergruppe ohne Thrombose und einer negativen LAC-
Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von 0,002 und im Vergleich mit der Untergrup-
pe ohne Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio ergab sich ein p-Wert von
0,003. Der Vergleich der Verteilung der AUC-Ergebnisse zwischen der Untergruppe mit
Thrombose und einer positiven LAC-Screen-Ratio mit der Untergruppe mit Thrombose
und einer negativen LAC-Screen-Ratio ergab keinen signiﬁkanten Unterschied.
Box-Whisker-Plots. Die Ausreißer, die zwischen der eineinhalbfachen und der dreifachen Inter-
quartilweiten außerhalb der Box liegen sind als Punkte dargestellt. Die p-Werte sind oberhalb
der Boxen aufgetragen. Der p-Wert >0,5 ist nicht beziffert, da der Unterschied der Verteilung
nicht signiﬁkant (n.s.) ist. Die Verbindungslinien kennzeichnen die verglichene Untergruppen-
kombination. Signiﬁkanzniveau von 0,05.
Abbildung 16: Vergleich der Untergruppen bei Induktion mit RCHIGH bezogen auf AUC.
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4.5 Logistische Regressionsanalyse zur Detektion des
erklärungsstärksten Prädiktors
LAC-Screen-Ratio und die TG-Parameter (lag time, time to peak, peak height, AUC)
wurden der hierarchischen Regressionsanalyse unterzogen, um den erklärungsstärks-
ten Prädiktor für vorausgegangene Thrombose zu identiﬁzieren. Die Variablen wurden
in der Reihenfolge in die Analyse aufgenommen, in der sie die statistische Signiﬁkanz
des Modells maximieren. Die Variablen wurden schrittweise einbezogen und das Mo-
dell wurde neu berechnet, bis nur noch Variablen mit p<0,05 im Modell verblieben.
Unter den untersuchten Parametern zeigte sich AUC, bei Verwendung des RCHIGH-
Reagenzes, als bester Prädiktor einer früheren Thrombose. Siehe hierzu Tabelle 5.
Tabelle 5: Ergebnis der hierarchischen Regressionsanalyse für AUC und Thrombose als
abhängige Variable bei Verwendung des RCHIGH-Reagenzes.
Regressions- Standard- Wald P Exp (B)
koeffizient B fehler
AUC (RCHIGH) -0,001 0,000 9,434 (df = 1) 0,002 0,999
Konstante 1,653 0,831 3,953 (df = 1) 0,047 5,223
4.6 ROC-Analyse der TG-Parameter zur Beurteilung der
Trennschärfe in Bezug auf vorangegangene Thrombose
Eine ROC-Analyse aller TG-Parameter der vorselektierten LAC-Screen-Ratio-positiven
Proben (n=29; 13 Thrombose, 16 keine Thrombose) ergab hohe AUCROC-Werte für
alle Parameter in Bezug zur vorherigen Thrombose. Siehe hierzu Tabelle 6. Die ROC-
Analyse wurde ebenfalls bei den LAC-Screen-Ratio-negativen Proben durchgeführt
(n=34; 9 Thrombose, 25 keine Thrombose). In dieser Gruppe ließen die TG-abgeleiteten
Parameter nicht oder wenig zwischen den Thrombose-negativen und -positiven Grup-
pen diskriminieren. Das Konﬁdenzintervall (KI) wurde auf 95% festgelegt.
Insgesamt zeigten vier Proben eine gehemmte Thrombingenerierung, sodass nicht
alle TG-Parameter abgeleitet werden konnten. Siehe hierzu Tabelle 6. Drei dieser Pro-
ben wiesen eine positive LAC-Screen-Ratio und eine positive normalisierte LAC-Ratio
(LAC-Screen-Ratio / LAC-Conﬁrm-Ratio) auf. In zwei dieser Fälle lag eine Thrombose
vor. Eine Probe wies eine negative LAC-Screen-Ratio auf. Bei dem letzten Fall lag eine
Thrombose vor und es ﬁel im Screening eine veränderte MixCon-LA-Ratio auf.
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Tabelle 6: Ergebnis der ROC-Analyse zur Beurteilung der nach LAC-Screen-Ratio vor-
selektierten TG-Parameter bezogen auf Thrombose in der Vorgeschichte.
Reagenz Parameter AUCROC (KI 95%) In die Analyse nicht
eingeflossene Fälle
dRVVT 0,46 (0,24 - 0,68)
LAC-S-Ratio
≥1,2 (n=29)
RCLOW lag time 0,76 (0,56 - 0,97) 1 mit Thrombose
RCLOW peak height 0,80 (0,57 - 1,00) 2 mit, 1 ohne Thrombose
RCLOW time to peak 0,80 (0,58 - 1,00) 2 mit, 1 ohne Thrombose
RCLOW AUC 0,81 (0,57 - 1,00) 2 mit, 1 ohne Thrombose
RCHIGH lag time 0,83 (0,68 - 0,98)
RCHIGH peak height 0,82 (0,60 - 1,00) 2 mit Thrombose
RCHIGH time to peak 0,80 (0,61 - 0,99) 2 mit Thrombose
RCHIGH AUC 0,83 (0,60 - 1,00) 2 mit Thrombose
LAC-S-Ratio
≤1,2 (n=34)
RCLOW lag time 0,59 (0,36 - 0,82)
RCLOW peak height 0,51 (0,30 - 0,72) 1 mit Thrombose
RCLOW time to peak 0,50 (0,27 - 0,73) 1 mit Thrombose
RCLOW AUC 0,57 (0,35 - 0,78) 1 mit Thrombose
RCHIGH lag time 0,72 (0,53 - 0,91)
RCHIGH peak height 0,61 (0,39 - 0,83) 1 mit Thrombose
RCHIGH time to peak 0,70 (0,50 - 0,90) 1 mit Thrombose
RCHIGH AUC 0,67 (0,46,- 0,87) 1 mit Thrombose
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Wie im Kapitel 4.5 erwähnt, wurde AUC (bei Verwendung des RCHIGH-Reagenzes)
als bester Prädiktor einer Thrombose detektiert. Siehe hierzu Tabelle 5 auf Seite 46.
Zur Beurteilung der diagnostischen Güte wurde die entsprechende ROC-Kurve ver-
wendet. Siehe hierzu Abbildung 17. Bis auf den Bereich einer hohen falsch-positiven
Rate (ca. 0,9) bei einer hohen Sensitivität (ca. 0,9) verläuft die ROC-Kurve mit einem
deutlichen Abstand zu der Winkelhalbierenden, was auf eine hohe Messgüte des Pa-
rameters schließen lässt.
Die ROC-Kurve ist rot dargestellt. Die Winkelhalbierende ist grau dargestellt.
Abbildung 17: ROC-Kurve bezogen auf AUC bei positiver LAC-Screen-Ratio und Induktion
mit RCHIGH.
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5 Diskussion
In der klinischen Praxis folgt das Thrombophiliescreening in der Regel einem thrombo-
tischen Ereignis. Dieses zielt darauf ab, das Wiederholungsrisiko einzuschätzen, um
die Patienten zu selektieren, die von einer verlängerten medikamentösen Antikoagula-
tion proﬁtieren würden. Die geltenden Richtlinien erfordern einen Nachweis von
• Lupusantikoagulans oder
• β2GPI-abhängigen Anti-Cardiolipin-Antikörpern oder
• Anti-β2-Glycoprotein I-Antikörpern
Der LA-Nachweis erfordert wiederum mehrere Schritte in dieser Reihenfolge:
i. verlängerte phospholipidabhängige Gerinnungszeit in einem Globaltest
• aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) oder
• diluted Russell’s Viper Venom Time (dRVVT) oder
• Kaolin Clotting Time oder
• Textarin Time oder
• verdünnte Prothrombinzeit
ii. keine Normalisierung der Gerinnungszeit im Plasmaaustauschversuch und
iii. eine Korrektur der Zeit durch den Zusatz von Phospholipiden im Überschuss
Von International Society on Thrombosis and Haemostasis wird aktuell zum LA-
Nachweis nur die Verwendung von aPTT und dRVVT empfohlen (Pengo et al. 2009).
Je nach den verwendeten Assays unterscheiden sich die prädiktiven Werte zur Detek-
tion von Patienten mit vorangegangener Thrombose (Swadzba et al. 2011, Galli et al.
2000). Erst eine ausreichend aussagekräftige Prädiktion der Thromboseneigung würde
eine adäquate antikoagulatorische Therapie ermöglichen. Zusätzlich zu den genann-
ten Tests könnte die Messung der Thrombingenerierung die diagnostische Speziﬁtät
erhöhen.
Der Vergleich von LAC-Screen-Ratio zwischen Proben mit und ohne Thrombose in
der Anamnese (Abbildung 4) ergab keinen signiﬁkanten Unterschied. Die Verwendung
eines Schlangengiftes mit biologischer Variabilität, sowie die Heterogenität des Krank-
heitsbildes Thrombose liefern einen möglichen Erklärungsansatz.
Beim Vergleich der TG-Parameter zwischen Patienten mit und ohne Thrombose ﬁel
eine relativ breite Streuung der Ergebnisse innerhalb der einzelnen Gruppen auf. Die
Stratiﬁzierung der Proben nach dem Ergebnis der LAC-Screen-Ratio führte zu einer
homogeneren Verteilung der Ergebnisse der TG-Parameter. Die Proben von Patienten
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mit einer positiven LAC-Screen-Ratio und einer Thrombose in der Vorgeschichte un-
terschieden sich bei allen TG-Parametern signiﬁkant von Proben der Patienten ohne
Thrombose in der Vorgeschichte (Abbildungen 9 bis 16).
Die Verlängerung von time to peak und lag time einerseits und die Abnahme von
AUC und peak height andererseits wurden überwiegend in Proben beobachtet, in
denen die Phospholipid-Abhängigkeit der Gerinnungshemmer bereits zuvor nachge-
wiesen wurde. Dies wurde bereits für das Lupusantikoagulans in der Vergangenheit
gezeigt (Devreese et al. 2009, Sheng et al. 2001).
Durch die Stratiﬁzierung der Proben anhand des LAC-Screen-Ratio-Ergebnisses
zeigte die ROC-Analyse für die TG-Parameter eine Erhöhung der Speziﬁtät der Identiﬁ-
zierung von Patienten mit vorangegangener Thrombose. Für die Patienten mit positiver
LAC-Screen-Ratio zeigte die ROC-Analyse hohe AUCROC-Werte für alle untersuchten
TG-Parameter.
Unter den vier Fällen, die aufgrund der gehemmten Thrombingenerierung nicht in
die ROC-Analyse einﬂossen, waren drei Patienten mit einer Thrombose in der Vor-
geschichte. Somit könnte man spekulieren, dass zwischen der Hemmung der Throm-
bingenerierung und einer vorangegangenen Thrombose ein starker Zusammenhang
besteht. Es gibt Untersuchungen, die ein erhöhtes Thromboserisiko mit einer erhöh-
ten Thrombingenerierung in Verbindung bringen (Eichinger et al. 2008, Hron et al.
2006), die jedoch nicht durch Lupus-Antikoagulanzien bedingt war. In der vorliegenden
Untersuchung wurde eine verringerte Thrombingenerierung festgestellt und dies
wurde vorwiegend in Proben mit pathologischen dRVVT-Ergebnissen beobachtet.
Als ein möglicher Mechanismus der Thromboseinduktion durch die Lupus-Antikoagu-
lanzien wurde eine erworbene APC-Resistenz diskutiert (Saenz et al. 2011, Male et al.
2001, Zuily et al. 2012). Bei der hereditären APC-Resistenz (Faktor-V-Leiden-Mutation)
ist die Thrombingenerierung nicht verändert (Hron et al. 2006) und eine Änderung der
TG-Parameter wird erst nach Zugabe von APC beobachtet (Hezard et al. 2006, Chai-
reti et al. 2009). Bei einer erworbenen APC-Resistenz wurde eine Verlängerung von
lag time und eine verringerte Thrombinbildung (Liestøl et al. 2007) auch ohne Zu-
gabe von APC beschrieben. Es wurde vermutet, dass eine erworbene LA-induzierte
APC-Resistenz ein wichtiger Mechanismus der LA-assoziierten Thromboseneigung ist
(Regnault et al. 2003, Arachchillage et al. 2014).
Ein Zusammenhang zwischen aβ2GPI-AK und aCL-AK und einer Verlängerung von
lag time oder einer reduzierten Thrombinbildung ist umstritten (Devreese et al. 2009,
Sheng et al. 2001, Hanly und Smith 2000, Ninivaggi et al. 2012). Unter den unter-
suchten Proben war die Zahl der AK-positiven Fälle klein und es wurden keine signi-
ﬁkanten Veränderungen der TG-Parameter beobachtet. Ninivaggi et al. beschrieben,
dass eine Inkubation mit Phospholipiden notwendig ist, um eine Konformationsände-
rung von β2GPI zu bewirken, die zur Veränderung der TG-Parameter führt (Ninivaggi
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et al. 2012). Die verschiedenen Testverfahren und möglicherweise eine nicht ausrei-
chende Nachweisbarkeit von aβ2GPI-AK bei LA-positiven Patienten, die auf die unzu-
reichende Sensitivität der derzeit erhältlichen Test-Kits zurückgeführt wird, können die
unterschiedlichen Ergebnisse erklären (Devreese et al. 2009). Die Untersuchung der
Auswirkungen von aβ2GPI-AK war jedoch nicht der Schwerpunkt dieser Arbeit.
Durch die Stratiﬁzierung der Proben nach dem Ergebnis der LAC-Screen-Ratio er-
gab die ROC-Analyse eine hohe Trennschärfe der TG-Parameter in Bezug auf voran-
gegangene Thrombose. Die Erweiterung der etablierten Diagnostik um die Messung
der Thrombingenerierung und womöglich um die Untersuchung auf erworbene APC-
Resistenz könnte eine bessere Risikostratiﬁzierung ermöglichen.
Die stärkste Einschränkung ist das retrospektive Design der Untersuchung. Das
Risiko einer vorangegangenen Thrombose spiegelt nicht unbedingt das Risiko einer
künftigen Thrombose wider. Dieser Aspekt kann nur durch eine prospektive Studie in
einer größeren Patientengruppe untersucht werden.
Die ﬂuorometrische Messung der Thrombingenerierung erfolgte automatisiert. Die
Pipettierung erfolgte manuell, was trotz einer besonderen Sorgfalt eine zusätzliche
Fehlerquelle darstellt. Bei einem regulären Einsatz im klinischen Alltag ist eine Au-
tomatisierung der Pipettierung jedoch möglich.
Durch wiederholte Messungen einer Qualitätskontrollprobe bestimmte Messunge-
nauigkeit lag für unterschiedliche TG-Parameter zwischen 6% und 14,6%. Eine me-
thodenbedingte Ungenauigkeit der Messergebnisse ist somit nicht auszuschließen. Für
die klinische Anwendung kann die Messung der Thrombingenerierung jedoch als suf-
ﬁzient erachtet werden.
Des Weiteren wurden nicht alle, sondern nur ein Teil der LA-negativen Proben in
die Untersuchung einbezogen und der Kontrollgruppe zugeordnet. Daher waren die
positiven Proben überrepräsentiert, was zur Verzerrung des Ergebnisses geführt ha-
ben könnte.
In die Studie wurden nicht nur Proben von Patienten mit einem diagnostisch nach-
gewiesenen Antiphospholipidsyndrom einbezogen, sondern Proben mit abnormen Er-
gebnissen in der initialen Testung. Möglicherweise wären bei einigen Patienten die
Ergebnisse des Thrombophiliescreenings innerhalb der folgenden zwölf Wochen nicht
mehr pathologisch gewesen. Allerdings beeinﬂusst es nicht unbedingt die Interpretati-
on der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, weil die Analyse sich nicht auf die
APS-Diagnose, sondern auf die quantitativen Veränderungen in den Gerinnungstests
bezog.
Daher sollte die Thrombingenerierung in einem größeren Patientenkollektiv in Bezug
auf die Rolle bei der LA-Diagnostik beurteilt werden.
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6 Schlussfolgerungen
Es ist bekannt, dass Patienten mit APS an rezidivierenden Thromboembolien leiden.
Unter der Annahme, dass ein Patient mit einem bereits stattgefundenen thromboti-
schen Ereignis ein höheres Risiko für ein erneutes Ereignis hat, ist es sinnvoll zu ver-
suchen, diesem durch eine Antikoagulation entgegenzuwirken. Da jede medikamen-
töse therapeutische Maßnahme das Risiko unerwünschter Arzneimittelwirkungen in
sich birgt, ist es erstrebenswert, die Entscheidung für eine verlängerte Antikoagulation
sorgfältig abzuwägen. Es erfordert jedoch ein Mindestmaß an Anhaltspunkten, die in
die Entscheidungsﬁndung einbezogen werden.
Aus therapeutischer Sicht wäre ein prädiktiver Marker für ein Thromboserezidiv von
einem hohen Nutzen. Zusätzlich zu den bereits im Rahmen der LA-Diagnostik etablier-
ten Untersuchungen der plasmatischen Gerinnung kann die Messung der Thrombin-
generierung möglicherweise die Abschätzung der Thromboseneigung deutlich verbes-
sern.
In der vorliegenden retrospektiven Untersuchung zeigte sich, dass einzelne Parame-
ter der Thrombingenerierung bei Patienten mit Thrombose in der Vorgeschichte sich
von denen der Patienten ohne Thrombose signiﬁkant unterschieden. Diese Unterschie-
de traten vor allem in Patientenproben mit einem auffälligen Ergebnis der Screeningun-
tersuchung auf Lupusantikoagulans (dRVVT) auf. Unter den untersuchten Parametern
zeigte sich die Fläche unter der Kurve (AUC) bei Verwendung eines phospholipidrei-
chen Reagenzes als bester Prädiktor einer Thrombose.
Die Ergebnisse der Untersuchung lassen spekulieren, dass die Messung der
Thrombingenerierung zusätzlich zur Screeninguntersuchung auf Lupusantikoagulans
(dRVVT) eine bessere Diskriminierung zwischen Patientengruppen mit einem hohen
und einem niedrigen Risiko für eine erneute Thrombose erlaubt.
Daher sind prospektive klinische Studien mit größeren Patientenkollektiven zur
Klärung der Rolle der Thrombingenerierung bei der LA-Diagnostik unbedingt
erforderlich.
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